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RESUMEN

Objetivo. Determinar la influencia de la aplicacién de gonadotropina coridnica equina (eCG) vy la
presencia del exdon 2 del gen GDF9 en variables reproductivas en ovejas de la raza Katahdin en
época de transicion. Materiales y métodos. Se utilizaron 63 ovejas con edad y peso promedio de
2.83%0.89 anos y 45.32+5.44 kg, respectivamente. Se us6 un arreglo factorial 2x2 bajo un disefo
completamente al azar, donde los factores y niveles fueron: la ausencia o presencia del exén 2 del
gen GDF9 y la aplicacién o no de la hormona eCG en el protocolo de sincronizacion. Resultados.
La aplicacion de eCG mostro un efecto significativo favorable en el comportamiento reproductivo
de las ovejas, no asi para la presencia del exon 2 del gen GDF9. Los tratamientos T2 y T4 fueron
superiores en las variables % de gestacion, % de paricion, fecundidad y prolificidad con respecto a
T1 y T3. La mejor respuesta reproductiva se obtuvo con la aplicacion de eCG independiente de la
presencia o ausencia del gen. Conclusiones. Este estudio muestra evidencia de la nula interaccidon
del exdn 2 del gen GDF9 y la eCG para mejorar el rendimiento reproductivo de ovejas raza Kathadin.
Se recomienda la aplicacién de eCG en protocolos de sincronizacion de estros para ovejas de la
raza Kathadin en época de transicidon. Frente a los pocos reportes genémicos en la raza, se muestra
evidencia de la necesidad para realizar otras investigaciones de las variantes genéticas y su relacion
con la reproduccién en ovejas.

Palabras clave: Estro; exon; fecundidad; gen; gonadotropina; ovinos; prolificidad (Fuente: USDA,
ICYT biologia animal).

ABSTRACT

Objective. To determine the influence of equine chorionic gonadotropin (eCG) application and the
presence of exon 2 of the GDF9 gene on reproductive variables in Katahdin sheep in the transition
period. Materials and methods. 63 sheep with average age and weight of 2.83+0.89 years and
45.32+5.44 kg, respectively, were used. A 2x2 factorial arrangement under a completely randomized
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design was used, where the factors and levels were: the absence or presence of exon 2 of the GDF9
gene and the application or not of the eCG hormone in the synchronization protocol. Results. The
application of eCG showed a significant favorable effect on the reproductive behavior of sheep,
but not for the presence of exon 2 of the GDF9 gene. Treatments T2 and T4 were superior in the
variables % of gestation, % of lambing, fertility and prolificacy with respect to T1 and T3. The
best reproductive response was obtained with the application of eCG regardless of the presence or
absence of the gene. Conclusions. This study shows evidence of the null interaction of exon 2 of the
GDF9 gene and eCG to improve the reproductive performance of Katahdin sheep. The application of
eCG is recommended in estrus synchronization protocols for Kathadin sheep in the transition period.
Faced with the few genomic reports on Katahdin ewes, evidence is shown of the need to carry out
other research on genetic variants and their relationship with reproduction in sheep.

Keywords: Estrus; exon; fertility; gene; gonadotropin; sheep; prolificacy (Source: USDA, ICYT

animal biology).

INTRODUCCION

La produccién de ovinos es importante en las
regiones centro y sureste de México. A pesar de
que en los ultimos anos la cantidad de carne de
ovino producida ha incrementado, no cubre la
demanda nacional; por lo que ha sido necesario
importar carne de otros paises como Nueva
Zelanda y Estados Unidos (1,2). La ovinocultura
es una fuente importante de recursos vy
alimento para productores con ingresos bajos
que cuentan con parcelas pequefias, forrajes
de baja calidad (3,4), huertos frutales y que
realizan actividades silvopastoriles (2). Los
factores nutricionales, genéticos y reproductivos
son clave en la produccién animal eficiente. En
particular, un manejo reproductivo adecuado
con protocolos de sincronizacion del estro es
indispensable para obtener una tasa de paricion
y destete sobresalientes (5). En ovejas, el
uso de hormonas exdgenas en protocolos de
sincronizacidon permite controlar la presencia
de estros y la tasa de gestacién en épocas
reproductivas y no reproductivas.

La progesterona (P,) impregnada en el
dispositivo intravaginal de liberacion controlada
(Control Internal Drug Release, CIDR) es usada
para la sincronizacion de estros, apoyada con
la aplicacion de prostaglandinas (PG) para
provocar lisis del cuerpo IUteo en ovejas ciclicas
(5). Ademas, para obtener mayor prolificidad
(6), los protocolos se complementan con la
aplicacion de eCG, que a su vez favorece el
crecimiento y desarrollo folicular, y la actividad
esteroidogénica (7). Asimismo, los tratamientos
con la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH) al final de los protocolos, mejora la
ovulacién y la tasa de gestacién (5,8).
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En adicién a los protocolos de sincronizacién en
ovejas, han surgido nuevas biotecnologias para
mejorar su comportamiento reproductivo. El
desarrollo de herramientas de biologia molecular
y gendmica han sido clave en el mejoramiento
genético para caracteristicas reproductivas
en los ovinos (9). En particular, se ha puesto
interés en la oveja de la raza Katahdin para la
mejora reproductiva, ya que esta destaca por
sus cualidades reproductivas similares a las de
la raza Pelibuey como son habilidad materna
y buena prolificidad (10). La fertilidad de 1.8
partos al afio y la buena produccion de leche
para amamantar a sus crias (hasta 3 corderos)
son caracteristicas de la raza Katahdin (3).

Sehanidentificadogenesy mutacionesasociadas
con prolificidad y fecundidad de ovejas (11).
Estos son llamados genes de la fecundidad: el
factor de crecimiento y diferenciacion 9 (GDF9;
compuesto por los exones 1y 2, y un intron),
la Proteina Morfogenética Osea 15 (BMP15) y
el receptor de la Proteina Morfogenética Osea
tipo 1B (BMPR1B); pertenecientes a la familia
del Factor de Crecimiento Transformante tipo B
(TGFB) (12,13). En particular, para el gen GDF9
(14) se reporta que tiene efecto directo en las
funciones del eje hipotalamo-adenohipofisiario-
ovarios, en la proliferacion y organizacion de las
células de la teca (15), en la foliculogénesis y
en la proliferacién y diferenciacion de las células
de la granulosa (16). Se han identificado cinco
variantes genéticas o mutaciones (dominante o
mutado, heterocigoto y recesivo o silvestre) en
el exé6n 2 del gen GDF9 en algunas razas de
ovinos de lana, como: alta fertilidad (FecG"),
(12), Thoka islandesa (FecG") (17), Vecaria
(FecGY) (18) y Finnsheep (FecG"> o FecGF)
(19,20) y en razas de pelo como Santa Inés
(Embrapa o FecGF) (21), con efecto positivo
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en variables reproductivas; en particular, el
genotipo GG de dicha variante Embrapa o FecG*
en el exon 2 se reportd con efecto significativo
en la tasa de ovulacién y la prolificidad de
ovejas de pelo (21,22).

El conocimiento de la influencia y evaluacion
de los genes de la fecundidad promueve la
aplicacion de estrategias de mejoramiento
genético en los ovinos y la eventual mejora
de la tasa de ovulacién, paricion y prolificidad.
Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue
determinar la influencia de la aplicacién de
eCG v la presencia del exén 2 del gen GDF9 en
las variables sincronizacién y retorno a estro,
porcentaje de gestacion y paricion, indice de
prolificidad y fecundidad en ovejas de la raza
Katahdin en etapa de transiciéon de la época
reproductiva al anestro estacional.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion. La investigacion se realizé durante
los meses de febrero a agosto de 2020, en la
localidad de Zempoala, en Hidalgo, México;
con coordenadas 19°54'56” N, 98°40'12”
O vy altitud de 2500 m (23). Lugar con clima
templado-frio, temperatura media anual de
14.3°C, precipitacion promedio anual de 494
mm con periodo de lluvias de junio-septiembre
(24). La fase de laboratorio se realizd en las
instalaciones del Laboratorio de Genética,
ubicado en el Colegio de Postgraduados campus
Montecillo, Texcoco, Estado de México, México.

Animales. Se utilizaron 63 ovejas de la raza
Katahdinconedad promediode 2.83 + 0.89 afios,
con registros de 1.97+0.88 partos promedio
consecutivos, y peso promedio de 45.32 £ 5.44
kg. Se seleccionaron 32 ovejas portadoras del
exon 2 del gen GDF9 y 31 ovejas no portadoras.
Las ovejas seleccionadas eran sanas y con una
condicion corporal de 3 a 3.5, de acuerdo con
la escala 1 a 5 (25). Todos los animales se
desparasitaron via intramuscular con levamisol
vitaminado (L-Vermizol® Vitaminado al 12%,
Laboratorio Aranda, México) y dosis de 1 mL
24 kg'! de peso. Las ovejas se mantuvieron
estabuladas en diferentes corrales de acuerdo
con el tratamiento asignado y se alimentaron
con dietas isoenergéticas formuladas para cubrir
los requerimientos de mantenimiento, 9.5% de
proteina cruda al dia y 419 kJ kg! PC%>75 (26),
mas un flushing con 0.32 kg de concentrado
(Borrega Plus®, 15% Proteina cruda y 2.4 de
Mcal por kg) por oveja durante 24 dias; 15 dias
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previos y 9 dias durante la sincronizacion; con
acceso ad libitum de agua limpia y fresca.

Toma de muestras sanguineas. Para la
identificacion del exdén 2 del gen GDF9, se
recolectaron 3 mL de sangre por punciéon de
la vena yugular de cada oveja con jeringas
estériles, bajo los criterios de la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z00-1999 (27) sobre
especificaciones técnicas, para la produccién
cuidado y uso de animales de laboratorio,
de acuerdo con las regulaciones para el uso
y cuidado de animales de investigacion,
aprobado por el Consejo General Académico
del Colegio de Postgraduados, México (28). Se
colocaron 0.5 mL de la sangre recolectada en
minitarjetas Whatman™ FTA™ (por sus siglas
en inglés, Flinders Technology Associates;
WB 120055, GE Healthcare®, Reino Unido).
Las tarjetas se secaron a la sombra y se
conservaron a temperatura ambiente, segln
las especificaciones del fabricante, hasta su
procesamiento en laboratorio.

Purificacion del DNA y amplificacion del
gen GDF9. En la purificacion del DNA, se
realizaron cortes de aproximadamente 1 mm?
de la minitarjeta Whatman FTA impregnada con
sangre y se depositaron en un tubo Eppendorf
de 0.2 mL. Enseguida, se realizaron tres lavados
con 200 pL del reactivo de purificacion FTA
(GE Healthcare®, Reino Unido) a temperatura
ambiente, durante cinco minutos cada uno.
Luego, se realizaron dos lavados con 200 uL del
buffer Tris (hidroximetil aminometano)-EDTA
(acido etilendiaminotetraacético) o TE (10 mM
Tris, 0.1 mM EDTA, pH 8.0) a temperatura
ambiente, por cinco minutos. La mezcla de
reaccién para la PCR se preparo con un volumen
final de 12.5 pL, con 6.25 pL de GoTag®
Colorless Master Mix 2X (Promega® Madison,
WI, EUA), 0.625 pL de cada primer (GDF9;
exon 2: For-5'-GGAGAAAAGGGACAGAAGC-3’
y Rev- 5'-ACGACAGGTACACTTAGT-3' (21); 10
MM; IDT®, Illinois, EUA y 5 uL de dihidrato de
trehalosa al 10% (en agua libre de nucleasas
y proteasas, Merck® KGaA 64271, Darmstadt,
Alemania).

La amplificacion del exén 2 del gen GDF9 se
realizé6 mediante la técnica de PCR. Los tubos
con el fragmento de la minitarjeta procesada
y la mezcla de reaccidn se colocaron en
un termociclador (GeneAmp® PCR System
9700 Applied Biosystems; California, EUA).
Las condiciones de amplificacion fueron las
siguientes: GDF9, exo6n 2 desnaturalizacidon
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inicial, 93°C, tres minutos, mas 35 ciclos
(desnaturalizacién, 93°C, 40 s; alineamiento,
56°C, 40 s y extension, 72°C, 40 s) y extensién
final, 72°C, cinco minutos. De los productos
de PCR o amplicones, se tomaron 3 uL y se
mezclaron con 3 uL de amortiguador de carga
Loading Dye 6x y se utilizd un marcador
molecular ®X174 DNA-Hae III (New England
BioLabs, MA, EUA). Posteriormente, esta mezcla
de amplicones y colorante se migré en gel de
agarosa al 1% a 90 V durante 40 min, para
visualizar el tamafio del fragmento (1034 pb)
del exén 2 en el gen GDF9. La visualizacién de
los fragmentos se realizé con un transiluminador
con luz UV (MiniBIS Pro, DNR Bio-Imaging
Systems, Neve Yamin, Israel), con el uso del
software GelCapture.

Tratamientos. Las ovejas se distribuyeron
aleatoriamente en cada uno de los cuatro
tratamientos experimentales: T1(n=15) ovejas
sin presencia de gen y sin la aplicacion de eCG
(Testigo, 0/0), T2 (n=16) ovejas sin la presencia
de gen y con la aplicacion de eCG (0/1); T3
(n=16) ovejas con presencia de gen y sin la
aplicacion de eCG (1/0) y T4 (n=16) ovejas con
presencia del gen y con aplicacion de eCG (1/1;
Figura 1).

Aplicacién
de CIDR Retiro
de
PGF2a
ecG CIDR

Diagnéstico de
gestacién Partos

)
2
T

T1= (0/0)
Sin gen y sin eCG

T2=(0/1)
Sin gen y con eCG

T3=(1/0)
Con gen y sin eCG

T4 =(1/1)
Con gen y con eCG

= (L (B
d€——m—mmm -
__4——————————————
A= e — ————

e — e — m—— — —

dias -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 01 2 3

Figura 1. Agrupamiento de ovejas por tratamiento con
cronologia del protocolo de sincronizacion
del estro, con el uso de hormonales
exdgenos: progesterona (CIDR),
prostaglandina F2a (PGF2a), gonadotropina
coridnica equina (eCG), hormona liberadora
de gonadotropina (GnRH).

B
o
-
u
=]

Sincronizacion de estros. La sincronizacion
del estro de las ovejas se inicié con la aplicacion
del dispositivo intravaginal CIDR a base de
progesterona al dia -9 (0.35 g CIDR®, Pfizer),
previo al retiro del dispositivo. El dia -2, se
administré 1 mL de PGF2a andloga (250 mcg
de Celosil, Schering-Plough Veterinaria) y 1.75
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mL de gonadotropina coridnica equina (350
UI eCG, novormon 5000, Zoetis, 5000 UI de
eCG liofilizada en 25 mL) via intramuscular, de
acuerdo con el tratamiento asignado (Figura
1). El retiro del CIDR se consider6 dia 0. Todas
las ovejas recibieron aplicacion de 1 mL de
Gonadotropina (50 pg, GnRH, Sanfer), 24 h
después del retiro del CIDR.

Deteccion de estros e inseminacion
artificial. La deteccion del estro se realizd
con ayuda de cuatro machos marcadores
con delantal, introducidos cada seis horas
(en sesiones de 30 min) desde el retiro del
dispositivo CIDR y se continué durante un
periodo de 72 h, con el registro de las horas
transcurridas desde el retiro del CIDR hasta el
inicio del estro. La inseminacion artificial (IA)
se realizd via intrauterina (en las ovejas que
presentaron estro) mediante laparoscopia,
con semen fresco y dosis de 100 millones de
espermatozoides. Todas las inseminaciones se
realizaron a las 12 h después de que la hembra
presentd estro al aceptar la monta sin coito del
macho marcador.

Diagnostico de gestacion. El diagndstico
de gestacion se realizd a los 45 dias post-
inseminacion, mediante ultrasonido de tiempo
real de 6-8 Mhz con transductor rectal (Universal
Medical Systems, Inc. UMS 900). El nimero de
ovejas gestantes se registré con relacion a las
ovejas inseminadas y se monitorearon hasta el
parto para registrar el nUmero de ovejas que
llegaron a la paricion.

Prolificidad y fecundidad. Para determinar
estas dos variables, se atendieron los partos
registrando el nimero de corderos nacidos por
oveja parida (prolificidad) y por el total de ovejas
por tratamiento (fecundidad). Y se obtuvieron
proporciones como medida de las variables.

Analisis estadistico. Las ovejas se asignaron
a los corrales usando el arreglo factorial 2x2
bajo un disefio experimental completamente
al azar, donde los factores y niveles fueron
la ausencia o presencia del exén 2 del gen
GDF9 y la aplicacién o no de la hormona eCG
en el protocolo de sincronizacion del estro,
respectivamente. Los analisis estadisticos se
realizaron usando el software R, version 4.1.3
(29). Para analizar la variable horas al inicio
del estro, se utilizo la funcién aov del paquete
agricolae (30), usando el modelo estadistico:

Y, =H+A+B+ AB +e¢,,
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para i=2;j=2;k=16. Donde Y_ representa el
valor de la variable horas al inicio del estro, p
es la media general, A es el efecto del nivel
de (presencia o ausencia del gen), B, es el
efecto del nivel de j (aplicacién o no de eCG),
AB, corresponde al efecto de la interaccion de
los dos factores y ¢, es el error aleatorio que
obedece eiJ.kNN(O,o2 ).

Con este modelo se determiné la significancia
de cada factor y su interaccion en las horas al
inicio del estro. Posteriormente, con la funcidn
TukeyHSD del paquete stats (29) se realizé la
comparacién de medias de Tukey (p<0.05).
Para horas al inicio del estro, se construyd una
grafica de curvas de supervivencia mediante las
funciones survfit (survival) (31) y ggsurvplot
(survminer) (32), que muestra la probabilidad
del tiempo en horas para el inicio del estro una
vez retirado el CIDR.

Mediante regresion logistica y una prueba de
Xi?2, se analizaron las variables respuesta,
presencia de estro, retorno al estro, porcentaje
de gestacién (%) y porcentaje de paricién
(%) con un modelo binomial; mientras que,
fecundidad y prolificidad se analizaron con
el modelo gaussiano, usando las funciones
glm y anova de stats (29), para determinar
la significancia estadistica de las variables
explicativas presencia o ausencia del gen
GDF9 y aplicacion o no de eCG en las variables
respuesta.

Las variables presencia y retorno al estro,
porcentaje de gestacion y porcentaje de paricion,
se analizaron mediante pruebas de proporcién
usando la funcidon prop.test del paquete stats
(29), para determinar la significancia (p<0.05)
de la diferencia entre los tratamientos. Para
fecundidad y prolificidad se realizé comparacion
de medias por el método de Bootstraping (29).

RESULTADOS

Efecto del gen GDF9 y eCG. En la Tabla 1
se muestra la evidencia estadistica del efecto
significativo de la aplicacion de eCG en el
comportamiento reproductivo de ovejas de
la raza Katahdin, no asi para la presencia del
exén 2 del gen GDF9. Sin embargo, no existio
interaccion entre los factores GDF9 x eCG
(p>0.05). Para retorno al estro no hubo efecto
significativo para ninguno de los factores.
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Tabla 1. Valores de p para las pruebas estadisticas
ANOVA! factorial 2x2 completamente al azar
y regresiéon logistica (modelos binomial? y
gaussiano?®) de los efectos del gen GDF9, la
hormona eCG vy la interaccion GDF9 x eCG
en las variables reproductivas de ovejas de
la raza Katahdin.

Factor

Parametro

GDF9 eCG GDF9 x eCG

Horas al inicio del estro! 0.62 2.63x10°* 0.45

Presencia de estro? 0.90 3.78x10°12* 0.97
Retorno al estro? 0.36 0.31 0.14
Fecundidad? 0.19 2.12x10°10%* 0.23
Prolificidad? 0.61 SC SC
% de gestacidn? 0.72 5.77x10°* 1.00

% de paricién? 0.37 3.31x10°10%* 0.99

Valores de p* con efecto significativo (p<0.05). SC=valores
de p sin calcular, debido a falta de observaciones en uno de
los niveles del factor.

Variables asociadas con estro. Los
tratamientos en los que se aplicé eCG presentan
mejor comportamiento reproductivo asociado
con el estro. En la Tabla 2, se observa que
para presencia del estro T2 y T4 (ambos con
aplicacién de eCG) son los mejores (p<0.05),
los cuales superan por mas de 12 veces a
T1 y T3, lo cual muestra una evidencia de la
superioridad de estos. Para las horas al inicio
del estro, T2 y T4 muestran superioridad frente
a Tl y T3. A pesar que T1 mostro evidencia
de menor tiempo para esta variable, el error
estandar sugiere que este valor se midié a
partir de una sola observacién, por lo que el
resultado no se considera definitivo. Algo similar
ocurre con retorno al estro, donde T1 mostré
valores ideales; sin embargo, la media es el
resultado de una sola observacién, por lo que,
de igual forma, no es un resultado conclusivo.
Por ultimo, para retorno al estro, T2 (con eCG)
presenta el menor porcentaje (sin considerar
T1), indicando la superioridad de este frente a
los otros tratamientos para esta variable.

De acuerdo con la Figura 2, no existieron
diferencias entre las probabilidades de las horas
al inicio del estro entre los cuatro tratamientos
(p>0.05), debido a la gran variacién de los
valores de riesgo entre tratamientos. Sin
embargo, los tratamientos con eCG muestran
menor cantidad de horas al inicio del estro;
es decir, para los tratamientos con eCG (T2;
0/1 y T4; 1/1) es mas probable que el estro
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ocurra antes de las 18 h después de retirado el
CIDR; mientras que, para los tratamientos sin
eCG (T1; 0/0 y T3; 1/0) es mas probable que
el estro ocurra después de las 15 h (Figura 2).

Tabla 2. Porcentajes y medias (* error estandar) por
tratamiento de las variables reproductivas
asociados con el estro de ovejas de la raza

Tabla 3. Porcentajes (+ error estandar) de gestacion
y paricion por tratamiento en ovejas de la
raza Katahdin.

Tratamientos Gestacion (%) Paricion (%)

GDF9/eCG
T10/0 0.00 £ 0.00¢ 0.00 £ 0.00¢
T2 0/1 62.50 £ 12.50° 75.00 + 11.18¢°
T3 1/0 0.00 + 0.00¢ 0.00 £ 0.00¢
T4 1/1 56.25 £ 12.81°> 56.25 + 12.81°

Katahdin.
Tratamientos * o a tas  inicio del  Retormno
72h (%) estro (h)
T GEh 000 +0.00°
mon BEOEE LR
Pwo &%, BB
4L s ey siisw

T1= sin gen y sin eCG (Testigo, 0/0); T2= sin gen y con
eCG (0/1); T3= con gen y sin eCG (1/0) y T4= con gen y
con eCG (1/1). Valores con diferente superindice (> <) por
columna indican diferencia significativa (p<0.05).

Trat GDF9/eGG [ A e i T ]

Probabilidad de inicio del estro

p=0.6

0.004

[‘I ‘\‘EI 20
Tiempo (horas)
Number at risk

1 1
14 9
1 1
14 10

10 15
Tiempo (horas)

Trat GDF9/eCG

~o~o
~a~o
Aa~oO
aa~oO

0

5

0

5

Figura 2. Curva de probabilidad con valor de riesgo
para horas al inicio del estro por tratamiento
(Trat) en ovejas de la raza Katahdin,
construida a partir de los estimadores de
supervivencia de Kaplan-Meier.

Porcentajes de gestacion y paricion.
Existio evidencia de la superioridad del T2
frente a los demas tratamientos para variables
de fertilidad (Tabla 3). Para T1 y T3 no hubo
ovejas gestantes ni paridas. Mientras tanto, T2
fue significativamente mayor que T4 para las
variables porcentaje de gestacion y de paricidon
(p<0.05).
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T1= sin gen y sin eCG (Testigo, 0/0); T2= sin gen y con
eCG (0/1); T3= con gen y sin eCG (1/0) y T4= con gen y
con eCG (1/1). Valores dentro de columnas con diferentes
superindices (> <) indican diferencia significativa (p<0.05).

Indices de prolificidad y fecundidad. Al igual
que en secciones anteriores, T2 y T4 (con eCG)
sobresalen por sus valores altos (Tabla 4).
Existio evidencia de la superioridad de T2 y T4
frente a T1 y T3 para fecundidad y prolificidad
(p<0.05). Aunque T2 es mayor que T4 en un
0.38 y 0.14 para fecundidad y prolificidad,
respectivamente; no hay diferencias
significativas entre los tratamientos (p>0.05).

Tabla 4. indices (% error estandar) de fecundidad y
prolificidad por tratamiento en ovejas de la
raza Katahdin.

Tratamiento

GDF9/eCG Fecundidad Prolificidad
T10/0 0.00 £+ 0.00° 0.00 £ 0.00°
T2 0/1 1.19 £ 0.21° 1.58 +£ 0.13°
T3 1/0 0.00 £ 0.00° 0.00 + 0.00°®
T4 1/1 0.81 + 0.232 1.44 £ 0.18?

T1= sin gen y sin eCG (Testigo, 0/0); T2= sin gen y con
eCG (0/1); T3= con gen y sin eCG (1/0) y T4= con gen y
con eCG (1/1). Valores dentro de columnas con diferentes
superindices (> ") indican diferencia significativa (p<0.05).

DISCUSION

A pesar que en estudios recientes se ha
comprobado un efecto en el comportamiento
reproductivo de algunas variantes del exén 2
del gen GDF9 en ovejas Luzhong, Rambouillet
(FecG®) y africanas Rahmani (FecG") (33) vy
un efecto significativo en tasa de ovulacion
y prolificidad en ovejas de la raza Pelibuey
portadoras de la variante mutada Embrapa (GG)
con respecto al grupo silvestre (AA) y grupo sin
gen (sG) (22) y en tasa ovulatoria con el grupo
mutado o Embrapa (GG) en ovejas de la raza
Santa Inés (21), para el presente estudio los
efectos del exéon 2 del gen GDF9 en ovejas de
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la raza Katahdin no fueron significativos. Estos
resultados muestran una similitud al estudio
reportado en ovejas de la raza Santa Inés (34),
donde utilizaron eCG en ovejas con presencia
del alelo FecGF en el exdon 2 del gen GDF9,
donde los autores reportaron que no mejord
la produccién de embriones en protocolos para
superovulacion.

La nula significancia del factor gen GDF9 puede
deberse a que existen regiones intragénicas
independientes al exén 2, que impactan
negativamente la fertilidad y que no fueron
caracterizadas en este estudio. Al estudiar el
gen GDF9 completo en ovejas Cambridge y
Belclare, se reportaron ovejas estériles para
los genotipos homocigoéticos asociados con la
esterilidad en la regidon polimérfica G8 (12).
Las mutaciones presentes en el exén 2 del
gen GDF9 que impactan positivamente en el
comportamiento reproductivo en algunas razas
de ovejas, tales como alta fertilidad (12), Thoka
islandesa (17), Vecaria (18), Finnsheep (19,20)
y EmbrapaoSantalnés(21), nosehanreportado
para ovejas de la raza Katahdin. El analisis
exclusivo para el exén 2, sin la determinacién
de las variantes genéticas antes indicadas,
pudo causar un sesgo en las estimaciones,
dado que tampoco se conoce la secuencia ni
los polimorfismos asociados negativamente con
variables reproductivas para la raza como el
polimorfismo G8 (12). Ademas, en este estudio
no se caracterizé la poblacién de ovejas para el
exén 1, que también se reporta, tiene efectos
favorables en la prolificidad (11).

Existe la posibilidad de la interaccién intergénica
0 epistasis como una de las causas de la
ausencia de efectos significativos del exéon 2
del GDF9, en variables reproductivas de ovejas
raza Katahdin. En estudios in vitro en células
del cumulus existe evidencia de la asociacion
del gen GDF9 con los genes BMP15 y BMPR1B
en la regulacién de la prolificidad en rumiantes
(35,36). Estudios reportaron en el tejido
ovarico de ovejas Small Tail Han (con partos
de dos o mas corderos) niveles altos de GDF9
y BMPR1B; mientras que, los niveles de BMP15
en estas condiciones fueron menores (p<0.01).
Por el contrario, la expresion de BMP15 fue
mayor (p<0.01) en comparaciéon con GDF9 y
BMPR1B en ovejas Sunite con partos de un
solo cordero (14). El mejoramiento genético
del comportamiento reproductivo en ovejas es
complejo; en este estudio en particular, puede
depender de los polimorfismos o variantes
genéticas presentes en la region intragénica de
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todo el gen GDF9 y no solo del exén 2; ademas,
de la interaccion intergénica y de las mutaciones
diferenciadas entre razas.

Los tratamientos que incluyeron la aplicacion
de eCG tuvieron resultados mayores en las
variables reproductivas, en comparacién con
los tratamientos que solo incluian el gen GDF9
y el tratamiento testigo. Al aplicar eCG en
tratamientos cortos y largos de hasta 14 dias,
se ha observado que acorta la manifestacion
del estro con una buena calidad de ovulacion
en comparacién con tratamientos que solo
usan CIDR (progesterona) por mas de 5
dias (37). Asi también se obtienen mejores
resultados en otras variables reproductivas,
principalmente en aquellas relacionadas con el
estimulo de incremento folicular en programas
de superovulacién y transferencia de embriones
(38), y el desarrollo de ovocitos y foliculos in
vitro (7). En general, una mayor dosis de
eCG corresponde una mejor respuesta en las
variables: horas para presencia y respuesta
al estro, aumento en la tasa de gestacién y
prolificidad (6).

La hormona eCG es una alternativa viable al
uso de la hormona foliculoestimulante (FSH),
ya que tiene una vida media prolongada;
ademads, incrementa la ovulacion multiple
con un rendimiento mayor del crecimiento
folicular, participa en la formacion del antro,
mejora la actividad esteroidogénica y puede
provocar mejor incidencia de ovocitos meidticos
competentes (7). Por otro lado, en ovejas de
la raza Katahdin en México, se han reportado
posibles desventajas en la combinacion de
FSH en dosis decrecientes con eCG, lo cual
genera un mayor numero de ovocitos que
se convierten en embriones degenerados en
época no reproductiva (39). En la presente
investigacién, una dosis de 350 UI de eCG
mejord la prolificidad de las ovejas de la raza
Katahdin. La prolificidad en el T2 (1.58 £ 0.13)
y el T4 (1.44 £ 0.18) fue similar al rango de
prolificidad reportada en ovejas de pelo de 1.2
a 2.3, a las que se les aplico 250 y 400 UI de
eCG, respectivamente (6). Por lo tanto, para
aumentar el nimero de crias en el rebafio,
se recomienda una aplicacién minima de 350
UI de eCG en protocolos de sincronizacion de
estros en ovejas de la raza Katahdin en época
de transicion.

Por otro lado, los tratamientos a los que no
se les administr6 eCG (T1 y T3) mostraron
rendimientos reproductivos nulos. No se
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esperaba una respuesta tan baja para los
grupos sin aplicaciéon de eCG, ya que en otros
estudios aun sin tratamiento hormonal, el
comportamiento reproductivo ha sido mayor
(40). Esta respuesta negativa pudo deberse a
la calidad del suplemento o flushing y, aunado
probablemente a la época de transicion. En
un estudio con ovejas de la raza Katahdin
(41) se ofrecié harina de almendra de palma
como suplemento en época de anestro; los
autores obtuvieron mejores resultados que en
la presente investigacién con una prolificidad
de 1.0 £ 0.2 contra 0.0 £ 0.0 del presente
estudio. Lo anterior quiza pudo ser efecto por la
diferencia caldrica entre suplementos ofrecidos,
dado que en este estudio se ofrecio un producto
comercial con 2.4 Mcal kg, en contraste con la
harina de almendra de palma con 3.3 Mcal kg.

Posiblemente la deficiencia caldrica del producto
comercial y del forraje, originaron niveles
bajos de nutrientes durante la fase folicular. Se
reporta que el aumento de nutrientes en sangre
por suplementacién a corto plazo estimula la
foliculogénesis y la ovulacién al aumentar los
niveles de FSH y disminuir los de estradiol; este
efecto estd asociado con el sistema metabdlico
intramolecular de insulina, glucosa, factor de
crecimiento similar a la insulina (IGF) y leptina
a nivel ovarico (42).

En ovejas Sardas lecheras en fase terminal de
anestro, suplementadas durante cuatro dias
con una mezcla de glicerol y propilenglicol
(sustancias que generan aumento de glucosa
en sangre), no existieron diferencias para
prolificidad y fecundidad en comparacion con
un grupo de ovejas de la misma raza, a las
cuales se les aplicé 200 UI de eCG (43). Por
lo tanto, en el presente estudio, posiblemente
no se alcanzaron los umbrales de nutrientes en
sangre, lo que limitd el desempefio reproductivo
en aquellas ovejas de la raza Katahdin de los
tratamientos T1 y T3. Un adecuado nivel caldrico
durante el flushing en época no reproductiva
o de transicién, puede ser detonante de la
ruptura del anestro poco profundo en las ovejas
de la raza Katahdin, para superar los efectos
hormonales de los dias largos, tales como bajas
concentraciones y frecuencias hormonales de
LH y FSH a nivel sistémico como folicular, y de
esta manera manifestar estro derivado de la
maduracion folicular, dando inicio al ciclo estral
(44,45). La oveja de la raza Kathadin tiene
parametros reproductivos similares a la oveja
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de la raza Pelibuey (10). Ambas razas en México
poseen anestro poco marcado de enero a junio
(41,46) con mejor actividad estral en verano y
otofio (47). A pesar del anestro poco marcado
en la raza Katahdin, las ovejas (T1 y T3) del
presente estudio en el periodo de transicion
presentaron parametros reproductivos
deficientes, atribuible posiblemente al bajo
nivel de energia del suplemento, comparado
con lo encontrado en otros estudios con
condiciones similares (41). Se ha reportado
que la nutricion es un factor no genético que
afecta de manera importante la prolificidad
en ovejas desde su nacimiento hasta la época
reproductiva (48,49). Por lo antes mencionado,
es importante identificar los factores genéticos
del rebafio para disefar estrategias que
mejoren el desempefio reproductivo mediante
su interaccion con factores ambientales y lograr
el mejoramiento genético de las ovejas (50,51).

El presente estudio muestra evidencia de la
nula interaccion del efecto del exéon 2 del gen
GDF9 y la eCG para mejorar el rendimiento
reproductivo de ovejas de la raza Katahdin
para las variables: sincronizacién y retorno al
estro, % de gestacidon y paricion, prolificidad y
fecundidad. Estos resultados no son definitivos,
ya que el efecto aditivo, dominante y epistatico
de los genes asociados con GDF9 en la raza
ha sido poco estudiado. Para el gen GDF9
en la raza Katahdin, se necesita una amplia
investigacién de las caracteristicas del gen
(genotipos y polimorfismos) y la caracterizacion
molecular de la interaccién con otros genes. No
obstante, independientemente del nulo efecto
del gen GDF9 en la respuesta de variables
reproductivas, los resultados con la aplicacién
de eCG hacen recomendable su aplicacion en
protocolos de sincronizacién de estros para
ovejas de la raza Katahdin en la época de
transicion. Los resultados de este estudio
se consideran preliminares y en algunos
parametros reproductivos no conclusivos,
dado el tamafio de muestra en algunas de
las mediciones. A pesar de lo anterior, este
estudio sirve como antecedente para futuras
investigaciones; en particular, estudios de
la asociacion del genoma completo para
encontrar nuevos genes candidatos asociados
con reproduccion de ovejas, dado que el exdén
2 del gen GDF9 en esta investigacién no tuvo
influencia en variables reproductivas en ovejas
de raza Katahdin.
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